1. STRUKTURY I PODSTAWOWE 
PROCESY KOMÓRKOWE

Komórkę definiuje się jako najmniejszą jednostkę zdolną do samodzielnego życia. Podstawowe atrybuty życia stanowią: wykorzystanie składników nieorganicznych do budowy substancji organicznych oraz reakcja na zmienne warunki otoczenia. Powszechnie znane cechy materii żywej, takie jak: zdolność do wymiany składników ze środowiskiem (pobieranie i wydalanie), wytwarzanie i zużytkowywanie energii, wzrost i rozmnażanie, wrażliwość na bodźce oraz zdolność do ruchu, są wyrazem praktycznej realizacji atrybutów podstawowych. W organizmach wielokomórkowych wytworzyły się zespoły komórek (tkanki), w których jedna z cech dominuje nad innymi, co jest równoznaczne ze specjalizacją strukturalną i czynnościową. Komórki takiego organizmu różnią się zatem znacznie swoją wielkością (u człowieka od 3 do 200 um), kształtem oraz wyposażeniem ultrastrukturalnym. Zasadniczy schemat organizacji komórki i przebieg procesów wewnątrzkomórkowych pozostaje jednak ten sam.

Wyodrębnienie komórki ze środowiska jako samodzielnej struktury, przy równoczesnym utrzymaniu wymiany składników chemicznych z otoczeniem, dokonuje się dzięki obecności błony, która otacza całą komórkę. Istnienie podobnych błon wewnątrz komórki warunkuje jej przestrzenną organizację i umożliwia oddzielenie miejsc o określonej aktywności, nazywanych organellami. Zarówno błonę otaczającą komórkę, jak i błony organelli określa się mianem błon biologicznych.

1.1. Błony biologiczne

1.1.1. Ogólna budowa błon

Błony biologiczne zbudowane są z lipidów i białek. Stosunek wagowy obu tych składników waha się zależnie od typu błony (w błonie komórkowej wynosi np. 1:1). Zawsze jednak liczba cząsteczek lipidowych wielokrotnie przewyższa liczbę cząsteczek białkowych, które posiadają większe rozmiary. Ponieważ w temperaturze ustrojów żywych lipidy znajdują się w formie płynnej, wzajemny układ białek i lipidów porównuje się do “morza lipidów”, w którym pływają białkowe “góry lodowe”.

Cząsteczki lipidowe mają charakter amfipatyczny, co oznacza, że posiadają dwa bieguny o odmiennych właściwościach: biegun hydrofilny (wykazujący powinowactwo do wody) i biegun hydrofobowy (niewiążący się z wodą). W środowisku wodnym cząsteczki lipidowe spontanicznie układają się w taki sposób, aby ich grupy hydrofilne zwrócone były do wody, a grupy hydrofobowe od niej odsunięte. Układy takie mogą przyjmować formę kulistych zbiorów cząsteczek (miceli) albo dwuwarstwy.

Dwuwarstwa lipidowa stanowi podstawową formę organizacji lipidów w błonie. Lipidy tworzą w niej dwa pokłady, układając się w ten sposób, że ich grupy hydrofilne zwrócone są na zewnątrz, a grupy hydrofobowe zostają ukryte wewnątrz dwuwarstwy. Dzięki temu, że odcinki hydrofilne lipidów reagują z czterotlenkiem osmu, stosowanym jako środek kontrastujący preparaty oglądane w mikroskopie elektronowym, błony biologiczne obserwuje się w postaci 2 ciemnych pasm, przedzielonych pasmem jasnym.

Białka mogą przechodzić przez całą grubość dwuwarstwy lipidowej albo też mogą leżeć na jej zewnętrznej lub wewnętrznej powierzchni. Te pierwsze można obserwować na preparatach uzyskanych metodą mrożenia i łamania (ang. freeze-fracture), gdy w wyniku rozdziału dwuwarstwy na poziomie grup hydrofobowych kuliste cząsteczki białek zostają zatrzymane w jednej z warstw lipidowych (zwykle tej, która sąsiaduje z cytoplazmą), a w drugiej warstwie powstają odpowiadające im zagłębienia.

1.1.2. Składniki chemiczne błon

1.1.2.1. Lipidy błonowe. W skład lipidów błonowych wchodzą fosfolipidy, cholesterol i glikolipidy.

A. Fosfolipidy zbudowane są na bazie glicerolu, którego dwie grupy alkoholowe zestryfikowane są kwasami tłuszczowymi, a trzecia kwasem fosforowym. Do kwasu fosforowego przyłączone są dodatkowe grupy: amina, cholina lub inozytol, dzięki którym powstają fosfolipidy aminowe (np. fosfatydyloseryna i fosfatydyloetanolamina), fosfolipidy cholinowe (lecytyna i sfingomielina) oraz fosfatydyloinozytol. Kwasy tłuszczowe wchodzące w skład fosfolipidów mogą być nasycone lub nienasycone, przy czym im większa jest liczba wiązań nienasyconych, tym bardziej płynna i przepuszczalna staje się błona. Płynność błony wzrasta także w miarę skracania się długości kwasów tłuszczowych i spadku poziomu cholesterolu (p. dalej).

Fosfolipidy aminowe i cholinowe stanowią główny składnik lipidowy błon, a ich rodzaj i rozmieszczenie w dwuwarstwie mogą się zmieniać w zależności od typu błony. Fosfatydyloinozytol występuje w ilościach śladowych, lecz jego znaczenie wynika z faktu, że stanowi substrat dla produkcji całej grupy biologicznie czynnych związków (m.in. prostaglandyn, prostacykliny, tromboksanów, leukotrienów).

B. Cholesterol stanowi od 5 do 25% składu lipidów błonowych. Posiada grupę hydroksylową, towarzyszącą hydrofilnym grupom fosfolipidów, oraz sztywny pierścień sterydowy wmontowany pomiędzy początkowe odcinki kwasów tłuszczowych. Obecność cholesterolu w błonie stabilizuje jej strukturę oraz zapobiega zmianom płynności błony w warunkach obniżonej temperatury.

C. Glikolipidy zbudowane są ze sfingozyny, jednego kwasu tłuszczowego oraz zmiennej ilości cukrów. Nie występują one we wszystkich błonach, lecz tylko w błonie otaczającej całą komórkę (błonie komórkowej) oraz w błonach do niej podobnych (p. dalej). W błonie komórkowej glikolipidy stanowią składnik warstwy zewnętrznej i uczestniczą w tworzeniu otoczki cukrowcowej wokół komórek (tzw. glikokaliksu).

1.1.2.2. Białka błonowe. Wbudowane są w dwuwarstwę lipidową w ten sposób, że ich regiony hydrofilne (polarne) zwrócone są do środowiska wodnego, natomiast hydrofobowe fragmenty cząsteczki zanurzone są w głębi błony, gdzie sąsiadują z hydrofobowymi odcinkami lipidów.

Ze względu na stopień związania z błoną białka można podzielić na integralne i powierzchniowe (inaczej obwodowe). Białka integralne udaje się oddzielić od pozostałych składników błony tylko przy równoczesnym zniszczeniu jej struktury (np. przez działanie detergentów lub rozpuszczalników organicznych). Białka nazywane powierzchniowymi dają się natomiast oddzielić od błony poprzez działanie łagodniejsze, np. ekstrakcję w roztworach soli.

Powyższa klasyfikacja białek błonowych nie jest jednoznaczna z określeniem ich położenia w obrębie dwuwarstwy lipidowej. Większość białek integralnych stanowią białka transbłonowe, które przebijają całą dwuwarstwę lipidową swoim obszarem hydrofobowym i wysterczają do środowiska zewnętrznego oraz do cytoplazmy obszarami hydrofilnymi. Takie białka transbłonowe mogą przechodzić przez dwuwarstwę jednorazowo albo też zanurzać się w niej i wynurzać kilkakrotnie (tzw. białka wielokrotnego przebicia). Niekiedy obszar hydrofobowy białka jest zanurzony w dwuwarstwie, ale nie przechodzi przez całą jej grubość. Znacznie rzadziej białka integralne zostają mocno związane z dwuwarstwą lipidową, mimo że pozostają poza jej obrębem na zewnętrznej lub wewnętrznej powierzchni błony. W pierwszym przypadku oligosacharyd wchodzący w skład białka wiąże się z fosfatydyloinozytolem dwuwarstwy, w przypadku drugim w dwuwarstwę wbudowuje się kwas tłuszczowy kowalencyjnie związany z białkiem. Wyraźnie poza obszarem dwuwarstwy znajdują się białka powierzchniowe, związane słabszymi wiązaniami niekowalencyjnymi z białkami integralnymi błony (po stronie środowiska zewnętrznego lub od strony cytoplazmy).

Białka, podobnie jak lipidy, również wykonują pewne ruchy w błonie: przemieszczają się powoli w płaszczyźnie błony i obracają wokół swojej osi pionowej. Przemieszczanie się białek w błonie zostaje ograniczone w przypadku ich powiązania z elementami cytoszkieletu (p. dalej), agregacji w duże zespoły, a także w rejonach ścisłych połączeń między komórkami.

Białka błonowe pełnią w błonie funkcje strukturalne, enzymatyczne, transportowe i receptorowe, z tym że nierzadko ta sama cząsteczka białkowa łączy w sobie kilka spośród wymienionych ról.

1.1.3. Transport przez błony

Ze względu na to, że większą część obszaru błon zajmują lipidy, substancje rozpuszczalne w lipidach swobodnie przedostają się przez błony. Do substancji tych należą: rozpuszczalniki organiczne (benzen, etanol), sterydy (hormony i leki), niektóre gazy (tlen, azot, dwutlenek węgla), a także mocznik. Cząsteczki wody, mimo słabej rozpuszczalności w lipidach, łatwo przechodzą przez błony, prawdopodobnie dzięki swym małym rozmiarom. Przepuszczalność określonych błon dla wody może być zwiększona w przypadku, gdy w ich obrębie znajdą się dodatkowe kanały wodne (p. dalej).

Transport przez błonę cząsteczek o większych rozmiarach (cukrów, aminokwasów), a zwłaszcza transport obdarzonych ładunkiem jonów wymaga udziału białek transportowych błony. Wśród białek tych można wyróżnić: kanały, białka nośnikowe oraz pompy.

A. Kanały stanowią obszary hydrofilne zawarte w obrębie jednej dużej cząsteczki białkowej, wielokrotnie przebijającej całą grubość błony, lub pomiędzy sąsiednimi łańcuchami peptydowymi zwróconymi do siebie grupami polarnymi. Przez taki obszar hydrofilny mogą przechodzić jony lub woda. Kanały jonowe mogą być stale otwarte lub też otwierać się pod wpływem określonych bodźców. W zależności od czynników powodujących otwarcie kanałów jonowych dzieli się je na: kanały otwierane w wyniku przyłączenia specyficznych substancji określanych jako ligandy (hormony, neuromediatory, jony), kanały otwierane zmianą potencjału lub kanały otwierane mechanicznie. W każdym przypadku otwarcie kanału polega na zmianie konformacji budujących go białek. Transport przez kanały stale otwarte może być natomiast regulowany na zasadzie ich wycofywania lub ponownego wprowadzania do błony. Do takich stale otwartych kanałów należą kanały wodne (akwaporyny). Tylko w niektórych komórkach (cewki zbiorcze nerki) przepuszczalność błony w stosunku do wody podlega regulacji hormonalnej poprzez zmianę liczby obecnych kanałów.

Zarówno substancje rozpuszczalne w lipidach, jak i przechodzące przez kanały przemieszczają się od środowiska o wyższym stężeniu do środowiska o stężeniu niższym i transport taki określa się mianem dyfuzji biernej.

B. Białka nośnikowe wiążą wybrane cząsteczki po jednej stronie błony i uwalniają je po drugiej stronie. Przeniesienie cząsteczki przez błonę wywołane jest wyłącznie zmianą konformacji białka, nie towarzyszy mu natomiast przemieszczenie białka nośnikowego. Ten rodzaj transportu zachodzi również zgodnie z gradientem stężeń, lecz cechuje go inna kinetyka przenoszenia substancji i określa się go jako dyfuzję ułatwioną. W ten sposób przedostają się przez błony aminokwasy i cukry proste. Wobec braku mechanizmu “zamykania” i “otwierania” białek nośnikowych, ewentualna regulacja takiego transportu przebiega podobnie jak w przypadku stale otwartych kanałów.

C. Pompy jonowe reprezentują białka o charakterze nośników, z tym że przenoszą jony wbrew gradientowi stężeń, na koszt energii pochodzącej z hydrolizy ATP. Transport taki nosi nazwę transportu aktywnego. Najbardziej powszechny przykład pompy jonowej stanowi Na+, K+-ATPaza (inaczej pompa sodowo-potasowa).

Transport przy udziale nośników, w trakcie którego przenoszona jest tylko jedna substancja, określa się mianem uniportu, natomiast transport obejmujący równocześnie dwie różne substancje nazywa się kotransportem (współtransportem). Jeżeli obie substancje przemieszczają się w tym samym kierunku, mamy do czynienia z symportem, jeżeli zaś w kierunkach przeciwnych – z antyportem.

Inny sposób transportu dotyczy substancji wielkocząsteczkowych lub całych struktur; jest to tzw. transport z błoną (transport pęcherzykowy albo cytoza). Polega on na oddzielaniu się od błony jej fragmentów, które formują pęcherzyki zamykające w swym wnętrzu transportowaną substancję. Pęcherzyk taki zlewa się (ulega fuzji) z błoną ograniczającą strukturę docelową i uwalnia swoją zawartość do wnętrza tej struktury. Szczególne przykłady tego rodzaju transportu stanowią egzocytoza i endocytoza opisane dalej.

1.2. Błona komórkowa

Błona komórkowa, zwana inaczej plazmolemą, otacza całą komórkę. Jej cechy szczególne stanowią: większa od innych błon grubość (ok. 7,5 nm), wyraźnie zaznaczona w mikroskopie elektronowym trójwarstwowość oraz asymetria budowy. Ta ostatnia wynika z obecności glikolipidów i reszt cukrowcowych glikoproteidów tylko po stronie zewnętrznej błony, a także z nierównomiernego rozmieszczenia lipidów w obu blaszkach dwuwarstwy. Przykładowo, w najlepiej poznanej błonie komórkowej erytrocytu fosfolipidy cholinowe zlokalizowane są w blaszce zewnętrznej (od strony środowiska), fosfolipidy aminowe natomiast w blaszce wewnętrznej (od strony cytoplazmy). Ponieważ fosfolipidy należące do obu wymienionych grup różnią się ilością nienasyconych wiązań w łańcuchach kwasów tłuszczowych oraz proporcją ładunków ujemnych (związanych z grupami fosforanowymi lub karboksylowymi) i dodatnich (związanych z grupami metylowymi lub aminowymi), w blaszce wewnętrznej istnieje przewaga ładunków ujemnych oraz wiązań nienasyconych.

W błonie komórkowej zlokalizowane są różne rodzaje receptorów: dla pobieranych substancji (p. dalej), dla antygenów i przeciwciał, dla hormonów białkowych i neuromediatorów, jak również liczne kanały i białka nośnikowe, cząsteczki adhezyjne (p. dalej), a w niektórych jej obszarach dodatkowo enzymy związane ze szczególną funkcją komórek (np. enzymy uczestniczące w procesach resorpcji). Charakterystyczny składnik błony komórkowej (określany nawet jako jej marker) stanowi Na+- K+ATPaza, która na zasadzie antyportu przenosi jony Na+ z komórki do środowiska zewnętrznego, a jony K+ w kierunku odwrotnym, co znajduje wyraz w istnieniu gradientów: sodowego i potasowego w poprzek błony.

1.2.1. Potencjał spoczynkowy błony komórkowej

Gradient potasowy powoduje ustawiczną ucieczkę z komórki jonów K+ poprzez stale otwarty kanał “przecieku”. W sytuacji, gdy wypływ K+ nie może być wyrównany napływem jonów Na+ (gdyż kanały sodowe wymagają sygnału otwarcia), dochodzi do względnego deficytu ładunków ujemnych po stronie wewnętrznej błony, określanego jako polaryzacja błony. Deficyt ten pogłębiony jest dodatkowo asymetryczną pracą Na+-K+ATPazy, która transportuje te jony w stosunku 3:2. Wytworzona różnica ładunków mierzona w poprzek błony stanowi potencjał spoczynkowy błony, który od strony cytoplazmy ma zawsze znak ujemny, a najwyższe wartości liczbowe, wyrażane w dziesiątkach mV, osiąga w komórkach pobudliwych, tj. mięśniowych i nerwowych.

Występowanie potencjału spoczynkowego we wszystkich komórkach umożliwia transport substancji zależny od gradientu sodowego, regulację objętości komórek, a w komórkach pobudliwych również przewodzenie bodźców. 

1.2.2. Cząsteczki adhezyjne błony komórkowej

W błonie komórkowej większości komórek znajdują się transbłonowe glikoproteidy o nazwie cząsteczek adhezyjnych, które pośredniczą w wiązaniu się komórek z otoczeniem (sąsiednimi komórkami lub składnikami substancji międzykomórkowej). Białka te dzielimy na 4 grupy: kadheryny, selektyny, białka z nadrodziny immunoglobulin i integryny. Trzy pierwsze uczestniczą w wiązaniu się komórek ze sobą, natomiast integryny wiążą komórki z substancją międzykomórkową.

W wiązaniu się cząsteczek adhezyjnych z elementami błony sąsiednich komórek lub ze składnikami substancji międzykomórkowej tkanki łącznej uczestniczą ich odcinki zewnątrzkomórkowe. W pewnych przypadkach (przy wiązaniu za pomocą kadheryn i integryn) towarzyszy temu wiązanie się odcinków cytoplazmatycznych tych cząsteczek z cytoszkieletem komórki (p. dalej). Dzięki połączeniom z cytoszkieletem dochodzi nie tylko do mechanicznej integracji komórek z otoczeniem, ale również możliwe jest przekazywanie sygnałów z otoczenia komórek do ich wnętrza (np. uzależnienie ruchu i podziałów komórek od kontaktu z podłożem), a także z komórek do otoczenia. Cząsteczki adhezyjne błon komórkowych odgrywają zasadniczą rolę w rozpoznawaniu i grupowaniu się komórek zarówno w okresie płodowej organogenezy, jak i późniejszej przebudowy narządów, w zjawiskach docelowej migracji komórek, w kooperacji komórek układu immunologicznego, a także w tworzeniu przerzutów nowotworów.

1.2.3. Glikokaliks (osłonka powierzchniowa)

Jest to warstwa pokrywająca błonę komórkową, zbudowana z reszt cukrowcowych połączonych z białkami błonowymi (glikoproteidy) lub z lipidami zewnętrznej blaszki dwuwarstwy (glikolipidy). Po enzymatycznym usunięciu z powierzchni błony, warstwa cukrowcowa zostaje odbudowana przez komórkę. W mikroskopie elektronowym można ją dostrzec po zastosowaniu specjalnych środków kontrastujących.

Ze względu na ogromne bogactwo możliwych kombinacji reszt cukrowcowych w oligosacharydach powierzchniowych, glikokaliks determinuje specyficzne własności powierzchniowe komórek. W szczególności uczestniczy w zjawiskach wzajemnego rozpoznawania się komórek (w trakcie embriogenezy lub zjawisk immunologicznych), przy czym cukrowce jednej komórki stanowią ligandy dla selektyn lub innych receptorów (lektyn) w błonie drugiej komórki. Glikokaliks pośredniczy w ustalaniu kontaktów między komórkami, może też wpływać na skład substancji pobieranych przez nie na drodze endocytozy. 

1.3. Receptory i sygnalizacja międzykomórkowa

Zdolność komórek do reagowania na sygnały chemiczne (hormony, neuroprzekaźniki, czynniki wzrostowe, cytokiny, itp.) zależy od obecności w niej odpowiednich receptorów. Przyłączenie  określonej substancji (ligandu) do receptora stanowi sygnał wyzwalający reakcję komórki. Forma reakcji (np. wydzielanie, skurcz, przemieszczenie określonych substancji z  komórki do przestrzeni międzykomórkowej lub na odwrót) zależy od możliwości komórki docelowej, a nie od rodzaju sygnału. Natomiast sposób, w jaki dochodzi do uruchomienia odpowiedzi komórkowej uzależniony jest od typu sygnału i związanej z tym lokalizacji jego receptorów.

Ze względu na lokalizację receptory dzielimy na błonowe i wewnątrzkomórkowe.

Lokalizacja w błonie komórkowej dotyczy receptorów dla tych substancji, które ze względu na duże rozmiary cząsteczek lub posiadany ładunek nie przechodzą przez błony (białka, glikoproteidy, peptydy, aminy). Wewnątrzkomórkową lokalizację posiadają receptory dla substancji niskocząsteczkowych, a przy tym hydrofobowych, takich jak hormony steroidowe oraz hormony tarczycy.

W każdym przypadku przyłączenie ligandu do receptora (poprzedzone jego rozpoznaniem) powoduje zmianę konformacyjną receptora, która przeniesiona zostaje na efektor, wyzwalający odpowiedź komórki. Struktury wiążące hormon oraz struktury inicjujące odpowiedź komórki mogą stanowić obszary (domeny) tej samej cząsteczki receptorowej bądź też odrębne jednostki. 

1.3.1. Receptory błonowe

Wszystkie receptory błonowe są białkami (ewentualnie gliko- lub lipoproteidami) transbłonowymi, a za przyłączenie ligandu odpowiedzialne są ich domeny pozakomórkowe. Sposób przekazania sygnału na efektor (transdukcja) może być różny i w zależności od niego wyróżnia się następujące grupy receptorów błonowych:

A. Receptory związane z kanałami jonowymi są najprostszym modelem układu sygnalizacyjnego, ponieważ zarówno receptor jak i efektor są zintegrowane w jednym kompleksie białkowym. Można je inaczej nazwać kanałami otwieranymi ligandem: zewnątrzkomórkowy fragment kanału posiada zdolność rozpoznawania i wiązania ligandu (jest receptorem), a związanie ligandu powoduje otwarcie całego kanału (odpowiedź komórki). Tę formę ma znaczna część receptorów dla neuroprzekaźników.  

B. Receptory sprzężone z białkami G – stanowią przykład receptorów, w których funkcja wiązania ligandu i stymulacja odpowiedzi komórki realizowane są przez oddzielne jednostki białkowe, zaś przekazanie sygnału pomiędzy nimi wymaga udziału dodatkowego czynnika sprzęgającego, którym jest jedno z tzw. białek G.

Receptory należące do tej grupy są białkami wielokrotnie przebijającymi błonę, a ich obszar cytoplazmatyczny, w wyniku związania ligandu po stronie przeciwnej, nabiera zdolności do reagowania z podjednostkami a białek G.

Białka G reprezentują grupę trójczłonowych (trimerycznych) białek wiążących GTP, które zbudowane są z podjednostek alfa, beta oraz gamma. Pod wpływem reakcji z receptorem podjednostka alfa białka G przyłącza GTP, co jest równoznaczne z jej aktywacją i umożliwia jej odłączenie się od pozostałych dwóch podjednostek oraz reakcję z efektorem. 

Efektor odpowiada za “przetłumaczenie” informacji o przyłączeniu się hormonu do receptora na jeden z sygnałów “zrozumiałych” dla komórki, który stanowi tzw. wtórny przekaźnik. Efektorem receptorów sprzężonych z białkami G bywa enzym (np. cyklaza adenylanowa, fosfolipaza C) albo transbłonowy kanał dla jonów (np. Na+ lub Ca2+). Wynikiem aktywacji efektora jest zmiana poziomu wtórnych przekaźników, do których należą: 

– cykliczny AMP (cAMP) wytwarzany z ATP przy udziale cyklazy adenylowej;

– trójfosforan inozytolu (IP3) oraz dwuacyloglicerol (DG), powstające równocześnie w wyniku działania fosfolipazy C na błonowy fosfolipid, fosfatydyloinozytol;

– jony Ca2+, uwalniane z kalciosomów działaniem IP3;

Wzrost poziomu określonego przekaźnika wtórnego w cytoplazmie powoduje aktywację zależnej od niego kinazy (lub kilku kinaz). Aktywowane kinazy katalizują reakcję fosforylacji, tj. przyłączania grup PO4 do różnych białek. Proces fosforylacji powoduje zmianę właściwości białek i związane z tym przestrojenie procesów komórkowych (np. białka enzymatyczne podlegają aktywacji lub dezaktywacji, białka chromatyny zmieniają swoje powinowactwo do DNA, tubulina zmniejsza swą zdolność do polimeryzacji).

Receptory związane z białkami G pośredniczą w większości reakcji komórek na hormony białkowe, peptydowe, a także na niektóre neuroprzekaźniki.

C. Receptory o funkcji enzymatycznej to białka błonowe, które zawierają w swojej cząsteczce zarówno obszar wiążący ligand, jak i obszar o charakterze enzymu. Najczęściej enzymem tym jest kinaza tyrozynowa, która katalizuje fosforylację białek przy tyrozynie. W wyniku przyłączenia ligandu (przeważnie któregoś z tkankowych czynników wzrostowych lub insuliny) dochodzi do uaktywnienia enzymu i autofosforylacji receptora w jego odcinku cytoplazmatycznym. Ufosforylowane reszty tyrozynowe w receptorze rozpoznawane są przez specyficzne białka cytoplazmatyczne, a zmiana ich własności biologicznych (aktywacja lub dezaktywacja) wpływająca na przebieg różnych procesów wewnątrzkomórkowych stanowi odpowiedź komórki. Receptory związane z kinazą tyrozynową uczestniczą głównie w reakcjach komórek na czynniki wzrostowe oraz cytokiny. 

1.3..2. Receptory wewnątrzkomórkowe

Hormony steroidowe posiadają receptory w cytoplazmie komórek docelowych. Receptory reagujące z różnymi hormonami z tej grupy wykazują podobną budowę. W obrębie białkowej cząsteczki takiego receptora wyróżnić można trzy obszary (domeny): (1) odpowiedzialny za przyłączenie hormonu, (2) wykazujący powinowactwo do DNA oraz (3) wywierający wpływ na transkrypcję. Przyłączenie hormonu do odcinka pierwszego powoduje zmianę konformacji receptora, związaną z odsłonięciem odcinka zdolnego do reagowania z DNA. Tak zmieniony receptor przemieszcza się w całości do jądra komórkowego, gdzie jego obszar środkowy przyłącza się do DNA, a obszar trzeci stymuluje transkrypcję odpowiedniego mRNA, co prowadzi do syntezy określonego białka..

Podobny mechanizm działania wykazują receptory dla hormonów tarczycy z tym, że zlokalizowane są raczej w obrębie jądra komórkowego oraz w błonie wewnętrznej mitochondriów.

Wewnątrz komórki zlokalizowane są również liczne receptory nie służące sygnalizacji, natomiast odpowiedzialne np. za rozpoznawanie określonych substancji i ich przekazywanie do odpowiednich rejonów komórki.

1.4. Jądro komórkowe

Obecność jądra komórkowego jest charakterystyczną i stałą cechą wszystkich komórek Eukaryota. Wyjątek stanowią dojrzałe erytrocyty ssaków, które w zaawansowanych stadiach swego rozwoju tracą jądra komórkowe. Jądro zanika też w degenerujących komórkach naskórka oraz we włóknach soczewkowych.

W jądrze komórkowym tradycyjnie wyróżnia się następujące składniki: chromatynę jądrową, jąderko, zrąb jądra i sok jądrowy oraz otoczkę jądrową. 

1.4.1. Chromatyna jądrowa

Pojęciem chromatyny jądrowej określa się substancję zawartą w jądrze interfazowym, która barwi się barwnikami zasadowymi. Substancja ta stanowi rozspiralizowaną (rozproszoną) formę chromosomów.

1.4.1.1. Składniki chemiczne chromatyny. Pod względem chemicznym chromatyna zbudowana jest z kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA), histonów oraz białek niehistonowych. W okresie aktywności transkrypcyjnej chromatyny (p. dalej), w jej składzie pojawiają się dodatkowo kwasy rybonukleinowe (RNA).

A. DNA stanowi najważniejszy składnik chromatyny jako molekularny odpowiednik cząstek informacji genetycznej – genów. Całkowita zawartość DNA w jądrze o podstawowej, tj. haploidalnej liczbie chromosomów, tworzy genom. Każda dwuniciowa cząsteczka DNA tworzy jeden chromosom. Nośnikiem informacji genetycznej są odcinki DNA kodujące strukturę białek komórki. Odcinki te wyróżniają się szczególnie urozmaiconym składem nukleotydowym. W procesie transkrypcji następuje przepisanie szyfru nukleotydowego z wzorcowego łańcucha DNA na komplementarny łańcuch RNA (mRNA), który po przedostaniu się do cytoplazmy stanowi matrycę dla syntezy właściwego białka. Odcinki kodujące strukturę białek w rzeczywistości stanowią niewielki fragment (ok. 1%) genomu. Pozostałe odcinki DNA zawierają informację o budowie innych rodzajów RNA (rRNA, tRNA oraz tzw. małych jądrowych RNA pełniących w jądrze funkcje regulatorowe). W obrębie DNA znajdują się również odcinki zbudowane z powtarzających się nukleotydów, które nie kodują żadnej informacji. Są to tzw. sekwencje monotonne, pełniące rolę “przerywników” w łańcuchu informacji lub wchodzące w skład DNA satelitarnego. Tym ostatnim terminem określa się frakcję, która oddziela się od głównego pasma DNA w trakcie wirowania w gradiencie chlorku cezu. Zawartość satelitarnego DNA jest charakterystyczna dla danego gatunku i w przypadku człowieka stanowi ok. 0,5% genomu.

B. Histony. Zawarty w chromatynie DNA związany jest z histonami. Histony stanowią grupę niskocząsteczkowych białek o charakterze zasadowym. W zależności od wzajemnej proporcji zawartych w nich aminokwasów lizyny i argininy wyróżnia się 5 klas histonów: H1, H2A, H2B, H3 i H4. Histon H1 cechuje się wysoką zawartością lizyny, a niską argininy. W histonach klas dalszych następuje stopniowy wzrost ilości argininy, przy spadku ilości lizyny.

Histony są białkami, których struktura praktycznie nie ulegała zmianie w trakcie ewolucji, nie są więc charakterystyczne dla gatunków. Nie wykazują także specyfiki tkankowej. Ich ilość w chromatynie jest wartością stałą.

C. Białka niehistonowe, w przeciwieństwie do poprzednich, stanowią grupę bardzo zróżnicowaną. Oprócz białek o dużej masie, należą do nich również białka niskocząsteczkowe. Wśród białek tych można wyróżnić białka enzymatyczne, regulatorowe i strukturalne. Białka enzymatyczne biorą udział w syntezie i modyfikacjach kwasów nukleinowych lub w przemianach składników białkowych jądra. Białka regulatorowe są odpowiedzialne za regulację aktywności genów, z czym wiąże się ich specyficzność komórkowa i narządowa. Białka strukturalne związane są z przestrzenną organizacją chromatyny. 

1.4.1.2. Przestrzenna organizacja chromatyny. Wymienione wyżej składniki chromatyny zorganizowane są w sposób umożliwiający pomieszczenie dziesiątek par chromosomów (u człowieka 23 pary) – każdy o długości kilku centymetrów – na terenie jądra komórkowego, którego przeciętna średnica wynosi ok. 5 um.

Podstawową jednostką budowy chromatyny jest nukleosom. Ma on kształt krążka o średnicy 11 nm i grubości 5 nm i składa się z rdzenia histonowego, na który nawinięta jest nić DNA. W skład rdzenia nukleosomu wchodzi 8 cząsteczek histonów (po dwie pary histonów H2A, H2B, H3 i H4), tworząc tzw. oktamer. Wokół oktameru owija się odcinek podwójnej nici DNA odpowiadający 146 parom zasad nukleotydowych, który wytwarza niepełne dwa skręty wokół obwodu nukleosomu. Pomiędzy sąsiednimi oktamerami rozciąga się krótki, liczący do 80 par zasad, odcinek łączący, który należy również do nukleosomu. Poza strukturą nukleosomu znajduje się histon H1, który spina początek i koniec nici DNA nawiniętej na rdzeń nukleosomu.

Na preparatach izolowanej chromatyny oglądanych w mikroskopie elektronowym, nukleosomy dostrzega się w postaci “koralików nanizanych na sznurek”. Struktura taka nosi nazwę nukleofilamentu. Cząsteczki histonów H1, leżące na powierzchni nukleosomów, mogą wzajemnie z sobą reagować, powodując zbliżenie nukleosomów do siebie. W efekcie tego zbliżenia wytwarza się najczęściej układ “zygzakowaty”, w którym nić DNA przewija się wśród dwóch leżących naprzeciw siebie szeregów ciasno ułożonych nukleosomów. Te dwa szeregi, owijając się wokół siebie w formie spirali (superhelisy), tworzą włókno chromatynowe (solenoid). Przy udziale niehistonowych białek chromatyny pewne obszary włókna chromatynowego zostają wybrzuszone w postaci bocznych pętli zaczepionych na zrębie chromosomu (“model promienistych pętli”), dzięki czemu następuje dalsze skrócenie całej struktury. W pierwszej fazie cyklu podziałowego komórki dochodzi do kolejnej spiralnej kondensacji włókna chromatynowego z pętlami, w efekcie czego powstaje chromatyda dostrzegalna już w mikroskopie optycznym jako połowa chromosomu.

1.4.1.3. Euchromatyna i heterochromatyna. Euchromatyna wg klasycznej definicji, opartej na obrazie zarówno z mikroskopu optycznego, jak i elektronowego, stanowi jaśniejsze (mniej gęste elektronowo) obszary chromatyny. W jej obrębie można dodatkowo wyróżnić euchromatynę luźną (aktywną transkrypcyjnie) oraz euchromatynę zwartą, w danym momencie nieaktywną. Ich stopień organizacji odpowiada nukleofilamentom i włóknom chromatynowym. 

Heterochromatyna odpowiada skondensowanej formie chromatyny, którą dostrzega się w mikroskopie optycznym w postaci intensywnie zabarwionych grudek, a w mikroskopie elektronowym w formie elektronowo gęstych obszarów. W jądrze interfazowym widoczna jest zwykle na jego obwodzie, a w chromosomach metafazowych zlokalizowana jest w pobliżu centromerów. Heterochromatyna stanowi frakcję chromatyny nieaktywnej transkrypcyjnie. Wyróżnia się w niej heterochromatynę konstytutywną oraz fakultatywną. Heterochromatyna konstytutywna jest typowa dla wszystkich komórek organizmu, lokalizuje się głównie w okolicy przewężeń pierwotnych chromosomów i zawiera DNA o bardziej monotonnej strukturze, a w szczególności całą pulę satelitarnego DNA. Heterochromatyna fakultatywna występuje tylko w określonych populacjach komórek i stanowi wynik “wyłączania” pewnych odcinków genomu w trakcie różnicowania (specjalizacji) komórek. 

1.4.2. Jąderko

Jąderko odpowiedzialne jest za produkcję podjednostek rybosomów. Obserwuje się je na terenie jądra jako wyraźną, kulistą grudkę, która barwi się zwykle zasadochłonnie, chociaż niekiedy może wykazywać powinowactwo do barwników kwaśnych. W obrazach z mikroskopu elektronowego ma gąbczastą strukturę, w której można wyróżnić 3 rodzaje obszarów: (1) jasne centra włókienkowe, zawierające aktualnie nieaktywny rybosomowy DNA (rDNA), (2) gęste obszary włókienkowe, gdzie odbywa się proces transkrypcji prerybosomowego RNA (pre-rRNA) oraz (3) obszary ziarniste złożone głównie z dojrzewających podjednostek rybosomów.

U człowieka rDNA zlokalizowany jest w okolicy przewężeń wtórnych pięciu par chromosomów (13, 14, 15, 21, 22). Przewężenia te noszą nazwę organizatorów jąderka (NOR – z ang. nucleolar organizer). Jąderka powstające wokół poszczególnych organizatorów mogą zlewać się z sobą w jedno lub kilka jąderek. Ich liczba i rozmiary zależą od stanu aktywności komórki i zwiększają się wraz z nasileniem syntezy białek i związanym z tym zapotrzebowaniem na rybosomy. Wytworzony pre-rRNA o stałej sedymentacji 45 S podlega na terenie jąderka cięciu na mniejsze fragmenty (18 S, 28 S i 5,8 S), metylacji oraz wiązaniu z białkami. Mniej dojrzałe (młodsze) formy rRNA znajdują się na terenie gęstych obszarów włókienkowych, skąd przemieszczają się do obszarów ziarnistych. Dojrzałe odmiany rRNA opuszczają jąderko po wbudowaniu do podjednostek rybosomów, które poprzez sok jądrowy dryfują w stronę porów otoczki jądrowej (p. dalej). Podjednostki mniejsze rybosomu opuszczają jąderko niemal natychmiast po wytworzeniu, natomiast podjednostki większe dojrzewają dwukrotnie dłużej, dzięki czemu stanowią główny składnik obszarów ziarnistych. 

1.4.3. Otoczka jądrowa

Otoczka jądrowa zbudowana jest z dwóch błon oddzielonych od siebie przestrzenią okołojądrową (perynuklearną). Każda z błon otoczki jest wyraźnie cieńsza od błony komórkowej (ok. 5 nm), a szerokość przestrzeni okołojądrowej waha się w granicach od 10 do 100 nm. W miejscach, gdzie obie błony stykają się z sobą, ulega zamknięciu przestrzeń okołojądrowa, a obszar jądra uzyskuje łączność z cytoplazmą. Miejsca te określa się jako pory jądrowe (p. dalej).

Błona wewnętrzna otoczki od strony jądra wzmocniona jest blaszką jądrową, zbudowaną z połączonych z sobą lamin A i B. Lamina B wiąże się z jednej strony z błoną wewnętrzną otoczki jądrowej, a z drugiej służy za miejsce przyczepu chromosomów. Ponadto laminy stabilizują położenie porów jądrowych. 

Do błony zewnętrznej otoczki od strony cytoplazmy mogą się przyłączać rybosomy, w związku z czym błona ta uważana jest za szczególny obszar szorstkiej siateczki śródplazmatycznej (p. dalej).

1.4.3.1. Budowa porów jądrowych i transport poprzez pory. Oglądane od góry pory jądrowe mają kształt zbliżony do ośmiokątów i średnicę 50–80 nm. Swobodne przemieszczanie się składników pomiędzy jądrem a cytoplazmą ograniczone jest jednak do cząstek nieprzekraczających 9 nm. Wynika to z tego, że prześwit poru ograniczony jest przez zespół białek tworzących tzw. kompleks poru. Składa się on z dwóch pierścieni leżących po jądrowej i cytoplazmatycznej stronie poru; pierścień cytoplazmatyczny ujawnia wyraźnie obecność 8 globularnych białek. W centrum poru znajduje się podłużnie ułożony transporter centralny (z reguły połączony promienistymi “szprychami” z pierścieniami obwodowymi). Od pierścienia cytoplazmatycznego odchodzą białkowe włókienka, zwrócone w stronę cytoplazmy, a od pierścienia jądrowego wnika do wnętrza jądra struktura przypominająca koszyczek. 

Białka syntetyzowane w cytoplazmie z przeznaczeniem do jądra zawierają specjalny fragment cząsteczki, sygnał lokalizacji jądrowej. Po rozpoznaniu sygnału przez cytoplazmatyczny receptor, transportowane białko wiązane jest przez włókienka zwrócone do cytoplazmy, które przesuwają je w stronę centralnego transportera. W wyniku konformacyjnego odkształcenia się transportera otwiera się w nim kanał umożliwiający przejście cząstek o średnicy sięgającej 25 nm. Opisany proces wymaga energii niezbędnej do przeniesienia białka w pobliże transportera i do otwarcia się tego ostatniego.

Kwasy rybonukleinowe (mRNA, rRNA, tRNA) wydostają się z jądra do cytoplazmy również za pośrednictwem centralnego transportera. Sygnał do jego otwarcia (tzw. sygnał do eksportu) znajduje się w białkach towarzyszących kwasom rybonukleinowym i jest odmienny dla nisko- i wysokocząsteczkowych kwasów rybonukleinowych. 

1.5. Rybosomy

Rybosomy są to struktury zbudowane z rybosomowego RNA i białek. Ich wielkość nie przekracza 32 nm, w związku z czym w mikroskopie optycznym nie dostrzega się ich jako poszczególnych tworów, chociaż ich duże nagromadzenie manifestuje się wyraźną zasadochłonnością cytoplazmy.

Podstawową cechą charakteryzującą rybosom jest stała sedymentacji (S), odzwierciedlająca jego masę. W przypadku rybosomów eukariotycznych wynosi ona 80 S, dla rybosomów prokariotycznych 70 S, a dla rybosomów mitochondrialnych 55 S. Każdy rybosom zbudowany jest z dwóch podjednostek: małej i dużej. 

Tabela: Elementy składowe rybosomów

	Podjednostka
	Stała sedymentacji
	Liczba białek
	Rodzaje RNA

	mała
	40 S
	33
	18 S RNA

	duża
	60 S
	45
	28 S RNA

5,8 S RNA

5 S RNA


Rybosomy stanowią miejsce syntezy białek w komórce. W okresie nieaktywnym obie podjednostki rybosomu przemieszczają się w cytoplazmie oddzielnie, a ich połączenie znamionuje aktualnie trwający proces translacji. Proces ten rozpoczyna się od przyłączenia do małej podjednostki rybosomu tzw. inicjującego tRNA oraz mRNA. Powstały kompleks łączy się następnie z dużą podjednostką rybosomu w ten sposób, że pomiędzy obiema podjednostkami wytwarza się szczelina, w której mieści się mRNA i do której dopływają następne cząsteczki tRNA wraz z przyłączonymi aminokwasami. Dzięki temu, że ta sama nić mRNA odczytywana jest zwykle przez kilka rybosomów, powstają grupy rybosomów powiązanych z sobą za pomocą mRNA, które nazywa się polirybosomami (albo polisomami). Wytwarzany łańcuch peptydowy mieści się początkowo w obrębie kanału przebijającego dużą podjednostkę. Po przekroczeniu długości ok. 40 aminokwasów peptyd wysuwa się z podjednostki rybosomu na zewnątrz.


Jeżeli początkowy odcinek peptydu zawiera odpowiedni odcinek sygnałowy, który kieruje rybosom w stronę błon siateczki śródplazmatycznej, to wówczas rybosom w trakcie dalszej syntezy białka zostaje przyłączony do siateczki (p. dalej). O przebiegu syntezy białka na polirybosomach wolnych (zawieszonych w cytoplazmie) lub związanych z błonami siateczki decyduje zatem obecność lub brak określonego odcinka sygnałowego, co z kolei wynika z przeznaczenia syntetyzowanego białka. Na błonach siateczki przebiega synteza białek wydzielniczych, enzymów lizosomowych oraz białek integralnych wchodzących w skład wszystkich pozostałych błon (siateczki, aparatu Golgiego, endosomów, lizosomów, ziaren wydzielniczych, błony komórkowej). Natomiast pozostałe białka, przeznaczone do jądra (składniki chromatyny, enzymy związane z replikacją, transkrypcją i naprawą DNA), białka wchodzące w skład cytozolu (w tym także białka enzymatyczne), białka cytoszkieletu i wreszcie białka przeznaczone do mitochondriów i peroksysomów (tak błonowe, jak i enzymatyczne) syntetyzowane są na rybosomach wolnych. Należy podkreślić, że białka jądrowe, mitochondrialne i peroksysomowe wyposażone są również w odcinki sygnałowe właściwe dla danego przedziału komórki. 

1.6. Siateczka śródplazmatyczna

Siateczka śródplazmatyczna stanowi zespół spłaszczonych zbiorników (cystern) oraz rozgałęzionych rurek (tubul), ograniczonych błoną o grubości ok. 5 nm. 

1.6.1. Charakterystyka błon siateczki śródplazmatycznej

Błony budujące siateczkę śródplazmatyczną różnią się od błony komórkowej nie tylko swoją grubością, lecz również zatartą strukturą trójwarstwową, brakiem glikokaliksu, słabiej wyrażoną asymetrią blaszek dwuwarstwy, a nade wszystko odmiennymi proporcjami składników (zawierają więcej białek i fosfolipidów, znacznie mniej natomiast cholesterolu).

Wśród białek błonowych siateczki znajdują się układy enzymatyczne typowe dla tej organelli, tj. glukozo‑6-fosfataza (uważana za enzym markerowy siateczki), oksydazy mikrosomowe (krótkie łańcuchy oksydacyjno-redukcyjne związane z hydroksylacją i utlenianiem różnych substratów), transferazy glikozylowe i glikozydazy (uczestniczące w procesie glikozylacji białek i modyfikacji powstałych oligosacharydów), a także enzymy związane z syntezą lipidów. 

1.6.2. Siateczka śródplazmatyczna szorstka i gładka

W obrębie siateczki wyróżnia się dwa obszary: siateczkę szorstką (ziarnistą) i gładką (bezziarnistą), które nierzadko łączą się z sobą. Podstawę tego podziału stanowi wprawdzie obecność rybosomów na zewnętrznej, cytoplazmatycznej powierzchni błon siateczki, jednakże siateczka szorstka pozbawiona rybosomów nie staje się siateczką gładką, ponieważ oba obszary różnią się także swoją formą przestrzenną oraz składem chemicznym. Siateczka śródplazmatyczna szorstka występuje w postaci cystern, podczas gdy siateczka gładka tworzy kanaliki. W błonach siateczki gładkiej znajduje się więcej cholesterolu, natomiast w błonach siateczki szorstkiej obecne są dodatkowe białka odpowiedzialne za rozpoznawanie i przyłączanie rybosomów.

Jak już wspomniano, przyłączanie się rybosomów do siateczki uwarunkowane jest aktualnie zachodzącą syntezą białka wyposażonego w odpowiedni odcinek sygnałowy. Odcinek ten stanowi początkowy fragment peptydu (od strony końca N) i zawiera ok. 20 aminokwasów, w większości hydrofobowych. Odcinek sygnałowy po wysunięciu się z rybosomu rozpoznawany jest przez krążący w cytozolu kompleks białkowo-rybonukleinowy, zwany w skrócie SRP (z ang. signal recognizing particle, tj. cząsteczka rozpoznająca sygnał). Cząsteczka SRP reaguje następnie z odpowiednim receptorem w błonie siateczki szorstkiej i w ten sposób zakotwicza rybosom wraz z syntetyzowanym peptydem do błony siateczki. Receptor wchodzi w skład dużego kompleksu (translokonu), odpowiedzialnego za przeniesienie syntetyzowanego białka przez błonę. W kompleksie tym znajdują się także ryboforyny, które przymocowują rybosom do błony. Odcięcie odcinka sygnałowego uwalnia białko do wnętrza siateczki. W przypadku białek przeznaczonych do wbudowania w błonę, białko zostaje zakotwiczone w błonie za pomocą hydrofobowego odcinka stop.

1.6.3. Znaczenie czynnościowe siateczki śródplazmatycznej

Błony siateczki śródplazmatycznej szorstkiej umożliwiają odseparowanie białek wydzielanych na zewnątrz od białek własnych komórki, jak również enzymów lizosomowych od składników cytozolu. Przyłączenie do błon siateczki rybosomów syntetyzujących integralne białka błonowe pozwala na wbudowanie tych ostatnich w obręb błony.

Na terenie siateczki śródplazmatycznej szorstkiej rozpoczyna się modyfikacja wytworzonych białek poprzez odcięcie odcinka sygnałowego oraz przyłączenie pierwszych cząsteczek cukrów w procesie glikozylacji.

Na terenie gładkiej siateczki śródplazmatycznej zachodzi synteza lipidów: trójglicerydów, cholesterolu i fosfolipidów (w tym także wchodzących w skład błon siateczki), pewne etapy przemian hormonów sterydowych oraz chemiczne przetwarzanie trucizn i leków, prowadzące do ich odtruwania. Siateczka gładka stanowi również główny zbiornik łatwo uwalnianych jonów Ca2+. Ostatnio wyodrębniono nawet oddzielny przedział siateczki w formie błoniastych pęcherzyków lub cystern, które nazwano kalciosomami. Ich ściany zawierają pompę transportującą jony Ca2+ do wnętrza oraz kanał wapniowy uwalniający Ca2+ pod wpływem odpowiedniego sygnału. Wewnątrz kalciosomów zmagazynowane jest białko wiążące Ca2+ (kalsekwestryna). 

1.7. Aparat Golgiego

Można go uwidocznić na poziomie mikroskopu optycznego w postaci ziarenek i niteczek zlokalizowanych w pobliżu jądra komórkowego, niekiedy otaczających jądro (w komórkach nerwowych) lub zwróconych w stronę bieguna wydzielniczego komórki.

Na poziomie mikroskopu elektronowego podstawową jednostkę strukturalną aparatu Golgiego stanowi diktiosom. Jest to zespół błoniastych cystern, spłaszczonych w częściach środkowych i rozszerzonych workowato w częściach brzeżnych. Cysterny te w liczbie 5–8 ułożone są jedna na drugiej na podobieństwo stosu głębokich talerzy. Cała struktura jest zwykle półksiężycowato wygięta i towarzyszą jej pęcherzyki o średnicy 30–50 nm (tzw. mikropęcherzyki). Dodatkowo w komórkach gruczołowych obserwuje się duże wakuole o średnicy 500–3000 nm (makropęcherzyki albo wakuole zagęszczające).

1.7.1. Biegunowość diktiosomu

W obrębie diktiosomu wyróżnia się dwa bieguny: leżący bliżej jądra biegun formowania (inaczej cis) oraz zwrócony do błony komórkowej biegun dojrzewania (inaczej trans). Biegun cis jest zwykle wypukły i sąsiadują z nim małe pęcherzyki. Biegun trans jest wklęsły i w jego pobliżu lokalizują się makropęcherzyki. Biegunowość diktiosomu zaznacza się również odmiennym charakterem błony budującej cysterny. Na biegunie cis błona ta swoją grubością i zatartą strukturą trójwarstwową przypomina błonę siateczki śródplazmatycznej. Na biegunie trans błona jest grubsza, z wyraźnie zaznaczoną strukturą trójwarstwową, co upodabnia ją do błony komórkowej. Powyższym różnicom morfologicznym odpowiadają różnice biochemiczne w składzie błony. W miarę przechodzenia od bieguna cis do trans w błonie wzrasta procentowa zawartość lipidów, w tym szczególnie cholesterolu. Odmiennie przedstawia się również zawartość enzymów błonowych.

1.6.2. Dodatkowe przedziały związane z aparatem Golgiego

Brzeżne cysterny diktiosomu, zarówno po stronie cis, jak i trans, są powiązane z bogatą siecią kanalików, tworzących często wielokątne układy. Najdalsza cysterna po stronie trans jest przy tym wyraźnie grubsza i jako jedyna wykazuje aktywność kwaśnej fosfatazy. Oba te brzeżne układy diktiosomu wyróżnia się obecnie jako sieci cis (CGN = cis Golgi network) i trans aparatu Golgiego (TGN = trans Golgi network).

Sieć cis pełni rolę “przedziału ratunkowego” dla białek siateczki śródplazmatycznej, które przypadkowo zabrane w pęcherzykach płynących do aparatu Golgiego (p. dalej) zostają w tym przedziale wyłapane przez odpowiednie receptory i skierowane z powrotem do siateczki.

Sieć trans stanowi “stację rozdzielczą”, w której produkty z wnętrza cystern diktiosomu zostają rozdzielone pomiędzy trzy różne typy pęcherzyków: 

– pęcherzyki transportujące, które dostarczają elementy białkowe i lipidowe do błony komórkowej, wydzielając równocześnie na zewnątrz wytworzone w komórce składniki substancji międzykomórkowej;

–  pęcherzyki hydrolazowe, w których zostają zebrane enzymy lizosomowe;

– wakuole zagęszczające, w których gromadzone są produkty wydzielane na drodze egzocytozy regulowanej (p. dalej).

1.7.3. Rola aparatu Golgiego w komórce

Zasadnicza funkcja aparatu Golgiego we wszystkich komórkach polega na przebudowie błon – z podobnych do siateczki śródplazmatycznej na podobne do błony komórkowej. Konieczność takiej przebudowy wynika z tego, że tylko błony podobne do siebie zdolne są do wzajemnej fuzji (p. dalej), która umożliwia włączanie fragmentów jednych błon do drugich, jak również przekazywanie pomiędzy przedziałami błonowymi substancji zawartych w ich wnętrzu.

Składniki błon wytworzone w siateczce śródplazmatycznej przenoszone są w ścianach pęcherzyków przepływających od siateczki do bieguna cis diktiosomu i dalej przez jego kolejne cysterny aż do sieci trans, w której zostaną skierowane do odpowiedniego obszaru błony. 

Przebudowa błon w aparacie Golgiego obejmuje także postępującą glikozylację białek błonowych, która polega na przyłączaniu dalszych reszt cukrowcowych. Cukrowce związane z białkami błonowymi wejdą w skład glikokaliksu, podobnie jak glikolipidy, których reszty cukrowcowe zostają również dobudowane na terenie diktiosomu.

Z przebudowy błon na terenie aparatu Golgiego wynika jego znaczenie dla odnowy błony komórkowej oraz wytwarzania pęcherzyków zdolnych do fuzji z błoną komórkową, tj. lizosomów i ziarnistości wydzielniczych.

Inną rolą spełnianą przez aparat Golgiego (a właściwie przez jego sieć trans) jest segregacja zawartości pęcherzyków dostarczanych do diktiosomów i oddzielenie enzymów lizosomowych od produktów wydzielniczych komórki. Szczególnie intensywnie rozwinięty jest aparat Golgiego w komórkach gruczołowych, w których nie tylko dostarcza błon do opakowania wydzieliny, ale również uczestniczy w jej modyfikacji fizycznej (zagęszczanie) i chemicznej (glikozylacja, siarkowanie, fosforylacja). Zagęszczeniu wydzieliny (z czym łączy się nazwa wakuoli zagęszczających) towarzyszy zmniejszenie się rozmiarów wakuoli i przyrost gęstości elektronowej, prowadzące do ich przekształcenia w ziarna wydzielnicze.

1.7.4. Fuzja błon i egzocytoza

Usuwanie na zewnątrz hydrofilnej wydzieliny komórkowej opakowanej w pęcherzyki wytwarzane na biegunie trans aparatu Golgiego zachodzi na drodze egzocytozy. Jest to proces polegający na transporcie wydzieliny w formie pęcherzyków w stronę błony komórkowej, zlewaniu się (fuzji) błony pęcherzyków z błoną komórkową i uwolnieniu zawartości pęcherzyka w taki sposób, że przez cały czas zostaje zachowana ciągłość błony komórkowej. 

Egzocytoza może przebiegać w dwojaki sposób, jako egzocytoza konstytutywna lub jako egzocytoza regulowana.

Egzocytoza konstytutywna polega na transporcie wydzieliny do powierzchni błony komórkowej w sposób ciągły, niezależny od bodźców działających na komórkę. Wydzielina przenoszona jest w pęcherzykach o małych rozmiarach, które zdążają do błony komórkowej natychmiast po wypączkowaniu z bieguna trans diktiosomu. W związku z krótkim czasem ich trwania, pęcherzyki te są zwykle niedostrzegalne w preparatach z mikroskopu elektronowego, a ich zawartość nie zostaje zagęszczona.

Egzocytoza regulowana polega na wyrzuceniu na zewnątrz zmagazynowanych w komórce ziaren wydzielniczych, w odpowiedzi na działający na komórkę bodziec (hormon, neuromediator, przeciwciało i in.). Bezpośredni sygnał dla tego typu egzocytozy stanowi zwykle lokalny wzrost stężenia jonów Ca2+. W cytoplazmie komórek wydzielających w sposób regulowany widoczne są ziarna wydzielnicze o różnych rozmiarach i różnej gęstości elektronowej.

Intensywna egzocytoza związana jest z wbudowywaniem znacznych ilości błon pochodzących z ziaren wydzielniczych do błony komórkowej. Utrzymanie stałego obszaru tej ostatniej wymaga zwrotnego pobierania błony w postaci pęcherzyków (tzw. endocytoza wyrównawcza), przy czym część z nich zostanie zdegradowana w ciałach wielopęcherzykowych (p. dalej).

1.8. Endocytoza i przedział endosomowy

Mianem endocytozy określa się szczególny rodzaj transportu substancji ze środowiska zewnętrznego do komórki, który polega na tym, że pobierana substancja nie przechodzi przez błonę komórkową, lecz przemieszcza się razem z fragmentem tej błony w postaci pęcherzyka. W przypadku, gdy endocytoza dotyczy substancji płynnych, nazywa się ją pinocytozą, a gdy dotyczy ciał stałych – fagocytozą. Oba zjawiska różnią się przy tym nie tylko charakterem pobieranej substancji, ale również sposobem formowania pęcherzyków, zapotrzebowaniem na energię i znaczeniem biologicznym.

W trakcie pinocytozy fragment błony komórkowej zagłębia się w cytoplazmę, po czym oddziela się jako pęcherzyk zwany pinosomem, we wnętrzu którego zamknięty zostaje płyn z otoczenia komórki. Proces ten nie wymaga energii ani udziału cytoszkieletu komórki. Pinocytoza występuje we wszystkich komórkach i ma za zadanie dostarczanie do nich wody wraz z rozpuszczonymi w niej składnikami. Pewną odmianę pinocytozy stanowi transcytoza polegająca na tym, że płyn pobierany przez komórkę na jednej z jej powierzchni zostaje przetransportowany w pęcherzykach przez cytoplazmę i wydalony po drugiej stronie komórki. Substancje transportowane w ten sposób omijają lizosomy, nie są więc trawione w komórce, a tylko przechodzą przez nią “tranzytem”. Pęcherzyki transcytotyczne mogą również powstawać przez dalsze wpuklenie i odłączenie od błony kaweoli. Zjawisko transcytozy charakteryzuje komórki wyspecjalizowane w przenoszeniu substancji z jednego środowiska do drugiego (np. śródbłonki wyścielające wnętrze naczyń krwionośnych). 

Proces fagocytozy również nie dotyczy wszystkich komórek, lecz tylko ściśle określonych populacji, do których należą makrofagi oraz granulocyty, a ponadto nabłonek barwnikowy siatkówki oraz komórki Sertolego w kanalikach nasiennych jądra.

W przebiegu fagocytozy pochłaniane ciało przylega do powierzchni komórki fagocytującej, która wysuwa wypustki otaczające to ciało i “zagarnia” je w głąb cytoplazmy, tworząc pęcherzyk o nazwie fagosomu. Proces ten wymaga energii oraz udziału mikrofilamentów aktynowych (p. dalej).

Szczególną odmianę pinocytozy stanowi endocytoza receptorowa. W procesie tym wykorzystane zostają receptory obecne w błonie komórkowej, które wychwytują ze środowiska właściwe dla siebie substancje, po czym zostają ściągnięte w jedno miejsce przez białka przyłączające się do tych receptorów od strony cytoplazmy. Wśród kilku białek uczestniczących w tym procesie znajdują się adaptyny odpowiedzialne za rozpoznanie odcinków cytozolowych receptorów oraz klatryna, dzięki której fragment błony z receptorami zagłębia się do wnętrza komórki. Ponieważ otoczkę z klatryny dostrzega się wyraźnie na obrazach z mikroskopu elektronowego, powstałe struktury określa się jako dołeczki okryte. Po całkowitym odsznurowaniu od błony przekształcają się one w pęcherzyki okryte, wewnątrz których znajduje się substancja przyłączona do receptorów, wraz z równocześnie pobranym płynem pozakomórkowym. Klatryna i pozostałe białka okrywy pęcherzyków ulegają odłączeniu i w ten sposób powstają gładkie twory pęcherzykowate łączące się z sobą w większe endosomy. Endosomy mogą się także łączyć z sobą za pomocą odchodzących od nich kanalików, tworząc przedział endosomowy. Ze względu na bardziej powierzchowną lub głębszą lokalizację w komórce, przedział ten dzieli się na wczesny i późny.

Błony obu przedziałów endosomowych zawierają aktywną pompę protonową, która przenosi jony H+ z cytoplazmy do wnętrza pęcherzyków, powodując obniżenie pH. W kwaśnym środowisku endosomów wczesnych dochodzi do oddzielenia pobranych przez komórkę substancji od ich receptorów, po czym substancje te w większości skierowane zostają do lizosomów (p. dalej). W ten sposób przedział endosomowy pełni rolę sortującą w stosunku do substancji docierających do komórki z zewnątrz. “Opróżnione” receptory powracają do błony komórkowej w ścianie małych pęcherzyków, które odrywają się od endosomów. Zjawisko to nosi nazwę recyrkulacji receptorów i umożliwia ich wielokrotne użycie.

Na drodze endocytozy receptorowej pobierane są do komórki niektóre substancje o znaczeniu odżywczym: cholesterol wchodzący w skład obecnych w osoczu LDL (low density lipoproteins, tj. lipoproteidów o niskiej gęstości), żelazo (związane z białkiem transferryną), niektóre hormony i czynniki wzrostu. Tą drogą mogą również przedostawać się do komórki niektóre wirusy i toksyny bakteryjne.

Przedział endosomowy późny spełnia odrębną funkcję, gdyż na jego terenie następuje oddysocjowanie enzymów lizosomowych od wiążących je receptorów (p. dalej), co umożliwia aktywację tych enzymów.

1.9. Lizosomy

Lizosomy są to pęcherzyki, wewnątrz których zachodzą procesy rozkładu (lizy) wielkocząsteczkowych substratów, katalizowane przez zawarte w nich enzymy. W preparatach histologicznych odróżnienie lizosomów od innych struktur pęcherzykowych w komórce dokonuje się na podstawie wykazania w nich obecności najbardziej typowych enzymów (tzw. enzymów markerowych), którymi są kwaśna fosfataza lub beta-glikuronidaza.

1.9.1. Enzymy i błona lizosomów

Enzymy lizosomowe należą do grupy kwaśnych hydrolaz, tj. enzymów katalizujących proces hydrolizy, których optimum działania mieści się w pH kwaśnym. Wśród ok. 50 dotychczas zidentyfikowanych enzymów lizosomowych można wyróżnić trzy główne grupy:

– esterazy, działające na różnego typu wiązania estrowe (m.in. lipazy katalizujące rozkład tłuszczów obojętnych i fosfolipidów, DNaza i RNaza katalizujące rozkład odpowiednich kwasów nukleinowych, kwaśna fosfataza); 

– glikozydazy, rozkładające wiązania glikozydowe w wielocukrach i proteoglikanach, do których należy wspomniana już b-glikuronidaza;

– peptydazy, rozszczepiające wiązania peptydowe w białkach i peptydach (np. dwupeptydaza, katepsyny, kolagenaza).

Jak wynika z powyższego zestawienia, wewnątrz lizosomów istnieją systemy zdolne do trawienia wszystkich podstawowych składników komórki: białek, lipidów, kwasów nukleinowych i wielocukrów.

Błona otaczająca lizosomy jest w normalnych warunkach nieprzepuszczalna dla enzymów lizosomowych, zawiera jednak białka transportowe umożliwiające dyfuzję z lizosomów do cytozolu drobnocząsteczkowych produktów trawienia białek, węglowodanów i kwasów nukleinowych (produkty rozkładu lipidów swobodnie przenikają przez błonę). W ten sposób składniki komórki zostają zabezpieczone przed niekontrolowanym samostrawieniem, natomiast produkty hydrolizy mogą być ponownie wykorzystane w metabolizmie komórkowym.

1.9.2. Powstawanie lizosomów

Enzymy lizosomowe syntetyzowane są na rybosomach związanych z szorstką siateczką śródplazmatyczną i wprowadzane są do jej wnętrza podczas trwania translacji. We wnętrzu siateczki podlegają glikozylacji, po czym transportowane są pęcherzykami do aparatu Golgiego. W obrębie diktiosomu do niektórych reszt mannozowych, wchodzących w skład dobudowanych w siateczce oligosacharydów, dołączona zostaje przy węglu 6 grupa fosforanowa. Powstałe ugrupowanie: mannozo‑6-fosforan stanowi marker enzymów lizosomowych. Receptory zdolne do rozpoznawania tego markera znajdują się w błonie sieci trans diktiosomu. W tym regionie następuje więc wychwyt enzymów lizosomowych, oddzielenie ich od innych substancji obecnych w cysternach i upakowanie w okryte klatryną pęcherzyki hydrolazowe.

Pęcherzyki te w większości komórek są tworami krótkotrwałymi i szybko łączą się z endosomami późnymi. W wyniku ekspozycji na niskie pH, enzymy lizosomowe zostają tu oddzielone od receptorów i uzyskują aktywność biologiczną. Enzymy te zostają skierowane do lizosomów, a uwolnione receptory powracają do TGN.

Wyjątkowo, w elementach pochodzenia szpikowego (leukocytach i płytkach krwi), pęcherzyki hydrolazowe tracą otoczkę z klatryny i przekształcają się w trwałe ziarna azurochłonne (p. dalej). Różnią się one od typowych pęcherzyków hydrolazowych innych komórek również swoją zawartością, w skład której wchodzą enzymy związane ze szczególną funkcją tych komórek.

1.9.3. Typy i morfologia lizosomów

W skład lizosomów oprócz uaktywnionych hydrolaz wchodzi również materiał przeznaczony do strawienia. W zależności od jego pochodzenia lizosomy dzielimy na heterolizosomy oraz autolizosomy. W pierwszym przypadku trawione substancje pochodzą ze środowiska zewnętrznego komórki, w drugim stanowią składniki jej wyposażenia. Heterolizosomy powstają przez fuzję endosomów późnych z pęcherzykami zawierającymi materiał pobrany na drodze endocytozy (pino- lub fagocytozy). Przekazanie własnych struktur komórkowych do autolizosomów może zachodzić w różny sposób, najczęściej jednak przeznaczone do degradacji fragmenty cytoplazmy (lub organelle) zostają otoczone błoną siateczki gładkiej, do której wtórnie wprowadzone zostają enzymy lizosomowe. Możliwa jest też fuzja endosomów późnych ze zbędnymi ziarnami wydzielniczymi lub z pęcherzykami zawierającymi nadmiar błony komórkowej, przeznaczony do eliminacji (ciała wielopęcherzykowe).

Średnica pęcherzyków lizosomowych waha się od kilkudziesięciu nm do kilku um. Ich obraz w mikroskopie elektronowym przedstawia się różnie, w zależności od typu komórki, stanu czynnościowego lizosomu i jego zawartości. Z reguły lizosomy cechują się zróżnicowaną optycznie zawartością, w której można niekiedy rozpoznać fragmenty różnych struktur komórkowych, oraz obecnością  jasnej strefy (tzw. “halo”) pod błoną lizosomu.

Po zakończeniu procesów trawienia lizosomy mogą przekształcać się w nieaktywne ciała resztkowe, zawierające niestrawione składniki.

1.9.4. Znaczenie lizosomów

Lizosomy reprezentują błonowy przedział trawienny, w którym związki wielkocząsteczkowe rozkładane są na składniki proste, ponownie wykorzystywane przez komórkę. Uczestniczą zatem w przebudowie struktur komórkowych podczas wzrostu i różnicowania się komórek, w destrukcji komórek zużytych (degeneracji), rozkładaniu materiału pobranego z zewnątrz, zwłaszcza podczas fagocytozy. W szczególnych przypadkach enzymy lizosomowe mogą być wydalane poza komórkę i brać udział w trawieniu składników otaczających tkanek (resorpcja kości, implantacja blastocysty w błonie śluzowej macicy, procesy zapalne, naciekanie nowotworów).

1.10. Proteasomy

Są to struktury związane z pozalizosomową proteolizą białek, występujące zarówno na terenie jądra, jak i cytoplazmy. Składają się z ok. 20 podjednostek peptydowych, które agregują w kompleks o stałej sedymentacji 20 lub 26 S i rozmiarach nieco większych od rdzenia nukleosomu (11×15 nm). Wyizolowane proteasomy w obrazie z mikroskopu elektronowego przypominają walec zbudowany z globularnych podjednostek. 

Skierowanie białek do degradacji w proteasomach dokonuje się poprzez przyłączenie do nich innego, małego białka – ubikwityny. 

Liczba proteasomów wzrasta wraz z aktywnością metaboliczną komórek. Ich znaczenie dotyczy nie tylko eliminacji białek o nieprawidłowej strukturze, lecz również regulacji cyklu komórkowego, realizacji apoptozy (p. dalej), cytoplazmatycznej degradacji antygenów i ogólnej przebudowy komórek w procesach różnicowania się lub transformacji nowotworowej.

1.11. Mitochondria

Po zastosowaniu specjalnych barwień (np. hematoksyliną żelazistą lub przyżyciowo zielenią janusową) można je dostrzec pod mikroskopem optycznym w postaci cytoplazmatycznych ziarenek lub niteczek o średnicy 0,5 um i długości 2–5 um. W mikroskopie elektronowym stwierdzono, że każde mitochondrium otoczone jest dwiema błonami biologicznymi: zewnętrzną i wewnętrzną.

Pomiędzy obiema błonami znajduje się przestrzeń międzybłonowa, a wnętrze mitochondrium wypełnia macierz (matrix).

1.11.1. Charakterystyka błon mitochondrialnych

Zewnętrzna błona mitochondrialna charakteryzuje się obecnością stale otwartych kanałów (poryn), które przepuszczają cząsteczki zależnie od ich rozmiarów (poniżej 10 kD), w związku z czym pełni ona rolę “sita molekularnego”. Zawiera ona również receptory rozpoznające białka mitochondrialne syntetyzowane w cytozolu (p. dalej). Typowym enzymem tej błony (markerowym) jest oksydaza monoaminowa (MAO).

Wewnętrzna błona mitochondrialna ma powierzchnię większą niż błona zewnętrzna i wpukla się do środka mitochondrium w postaci grzebieni (cristae). Grzebienie te mogą mieć kształt blaszek (lameli) i wtedy mitochondrium określa się jako blaszkowate, bądź też kształt rurek (tubul) i mitochondrium nazywa się wtedy rurkowatym (tubularnym). Stopień pofałdowania błony wewnętrznej wzrasta w miarę nasilania się aktywności oddechowej komórki.

Skład błony wewnętrznej różni się od składu innych błon w komórce, w szczególności zawiera ona więcej białek (80%) oraz charakterystyczny lipid – kardiolipinę.

Przepuszczalność błony wewnętrznej jest wysoce selektywna i nie zależy od rozmiaru przechodzących substancji, lecz od ich charakteru rozpoznawanego przez białka transportowe (przede wszystkim dla H+, Ca2+, ATP, ADP, fosforanu i pirogronianu). Swobodnie przechodzą przez nią natomiast kwasy tłuszczowe.

Najważniejsze układy białkowe tej błony stanowią kompleksy wchodzące w skład łańcucha transportu elektronów (p. dalej), przy czym markerem jest oksydaza cytochromowa.

1.11.1.1. Grzybki mitochondrialne i oksydatywna fosforylacja. Na preparatach z mikroskopu elektronowego barwionych negatywowo zaobserwowano uszypułowane struktury wysterczające z błony wewnętrznej w kierunku macierzy. Struktury te noszą nazwę grzybków mitochondrialnych i składają się z kulistej główki o średnicy 10 nm, szyjki wysokiej na 5 nm oraz podstawki, która stanowi fragment błony wewnętrznej.

W błonie wewnętrznej, w pobliżu podstawki grzybka zlokalizowane są elementy łańcucha transportu elektronów (inaczej łańcucha oddechowego), składającego się z trzech dużych kompleksów enzymatycznych (dehydrogenazy NADH, cytochromów b-c1 oraz oksydazy cytochromowej), pomiędzy którymi krążą dwa mniejsze przenośniki elektronów (ubichinon i cytochrom c). Elektrony, pobrane wraz z H+ od NADH wytworzonego w cyklu Krebsa, przenoszone są od wyższego poziomu energetycznego do niższego (tj. w kierunku od ujemnego do dodatniego potencjału oksydoredukcyjnego), czemu towarzyszy uwalnianie energii. Energia ta zostaje wykorzystana do pompowania protonów (H+) poprzez błonę wewnętrzną w kierunku od macierzy do przestrzeni międzybłonowej i wytworzenia gradientu chemicznego (różnicy stężeń) jonów H+ po obu stronach tej błony.

W grzybkach mitochondrialnych znajduje się kompleks syntazy ATP (F0-F1 ATPaza), złożony z kanału wodorowego (czynnik F0 – szypuła grzybka) oraz obszaru enzymatycznego (F1 – główka grzybka). Otwarcie kanału umożliwia zgodny z gradientem przepływ jonów H+ w pobliże główki grzybka, gdzie energia tego przepływu zostaje wykorzystana do przyłączenia grupy fosforanowej do ADP, z wytworzeniem ATP. Ten ostatni proces nosi nazwę oksydatywnej fosforylacji. Wytworzony ATP trasportowany jest do cytoplazmy (na zasadzie antyportu z ADP), gdzie w miarę potrzeby zachodzi jego hydroliza i uwolnienie zmagazynowanej energii.

Energia zawarta w gradiencie protonowym błony wewnętrznej może być również wykorzystana do aktywnego transportu różnych substancji w stronę macierzy mitochondrialnej (np. nadmiaru jonów Ca2+ z cytozolu, fosforanu do syntezy ATP, pirogronianu jako substratu do cyklu Krebsa), a także do wbudowywania białek do mitochondriów (p. dalej).

1.11.2. Przestrzeń międzybłonowa i macierz mitochondrialna

Przestrzeń międzybłonowa daje się zauważyć tylko w okresie nasilonej fosforylacji oksydatywnej, jest natomiast praktycznie niedostrzegalna w mitochondriach mało aktywnych. Ze względu na nieselektywną przepuszczalność błony zewnętrznej zawartość przestrzeni międzybłonowej różni się od składu cytozolu tylko brakiem dużych cząsteczek białkowych. W niektórych miejscach (tzw. miejsca kontaktowe) błony zewnętrzna i wewnętrzna stykają się z sobą, co umożliwia import do mitochondriów białek syntetyzowanych w cytoplazmie (p. dalej). Marker enzymatyczny przestrzeni stanowi kinaza adenilanowa.

Macierz mitochondrialna zawiera widoczne ciałka gęste (skupiające lipoproteiny oraz złogi fosforanów wapniowych i magnezowych), rybosomy mitochondrialne (o stałej sedymentacji 55 S), nici mitochondrialnego DNA (cząsteczki pętlowe, pozbawione histonów). W jej skład wchodzą ponadto enzymy cyklu Krebsa oraz enzymy uczestniczące w b-oksydacji krótkich kwasów tłuszczowych. W macierzy mitochondrialnej znajdują się też wszystkie elementy niezbędne do replikacji DNA, jego transkrypcji i translacji (tRNA, mRNA, odpowiednie enzymy). Enzymem markerowym macierzy jest dehydrogenaza izocytrynianowa. 

1.11.3. Biogeneza mitochondriów

Obecność odrębnego aparatu genetycznego (DNA, rybosomów, enzymów związanych z transkrypcją i translacją) sugeruje niezależność mitochondriów od genomu jądrowego. W rzeczywistości jednak mitochondria są zdolne do samodzielnej syntezy tylko 13 białek błony wewnętrznej. Pozostałe białka mitochondrialne syntetyzowane są na rybosomach cytoplazmatycznych pod kontrolą chromatyny jądrowej i wprowadzane do mitochondriów posttranslacyjnie. Odpowiednie sekwencje sygnałowe na końcu aminowym tych białek są rozpoznawane przez receptory w błonie zewnętrznej mitochondriów, co poprzedza przemieszczenie białek przez białkowe kompleksy translokacyjne zlokalizowane w miejscach kontaktu z błoną wewnętrzną. Tak wprowadzone białka mogą zostać zakotwiczone w błonie zewnętrznej lub też przedostać się do macierzy mitochondrialnej, a z niej do błony wewnętrznej i przestrzeni międzybłonowej. W tych dwóch ostatnich przypadkach białko zostaje wyposażone w dodatkowe sygnały kierujące.

Obecność śladowych ilości własnego aparatu genetycznego tłumaczy się pochodzeniem mitochondriów od bakterii, które przed ok. miliardem lat stały się symbiontami pierwotnych komórek eukariotycznych.

1.12. Peroksysomy

Są to pęcherzyki o rozmiarach znajdujących się na granicy zdolności rozdzielczej mikroskopu optycznego (0,1–1 um). Szczególnie duże i liczne peroksysomy występują w komórkach wątrobowych oraz w komórkach kanalika proksymalnego nefronu. W mikroskopie elektronowym niekiedy dostrzega się kanaliki łączące peroksysomy z sobą w sieć pęcherzykowo-kanalikową. Od innych struktur błoniastych w komórce peroksysomy odróżnia się, wykazując obecność enzymu markerowego: katalazy. Oprócz niej peroksysomy zawierają zestaw oksydaz, m.in. moczanową, D-aminokwasów, hydroksykwasów, a także enzymy związane z b-oksydacją kwasów tłuszczowych. Swoją nazwę peroksysomy zawdzięczają nadtlenkowi wodoru (ang. hydrogen peroxide), który wytwarzany jest przy udziale oksydaz i rozkładany przy udziale katalazy.

Zarówno enzymy peroksysomowe, jak i składniki ich błony syntetyzowane są na wolnych rybosomach i podobnie jak białka mitochondrialne wbudowywane posttranslacyjnie. W wyniku tego błona otaczająca peroksysomy różni się swoim składem od innych błon w komórce i nie podlega fuzji z nimi.

W peroksysomach u wielu zwierząt występuje parakrystaliczny rdzeń, zbudowany z oksydazy moczanowej. W komórkach człowieka brak tego enzymu, a peroksysomy nie zawierają rdzenia.

Rola peroksysomów w komórce polega na:

– rozkładaniu przez katalazę toksycznego dla komórek nadtlenku wodoru;

– utlenianiu szeregu substratów, m.in. pochodnych puryn;

– b-oksydacji kwasów tłuszczowych (o długich łańcuchach);

– syntezie niektórych lipidów (eterolipidów);

– współudziale w metabolizmie cholesterolu i kwasów żółciowych. 

1.13. Centriole, cytoszkielet i podstawy zjawisk ruchowych w komórce 

1.13.1. Centriole

Po zastosowaniu specjalnego barwienia (np. hematoksyliną żelazistą) centriole dostrzegalne są pod mikroskopem optycznym w postaci dwóch ziarenek (centrosom), które leżą w części środkowej komórki i razem z otaczającym je jasnym obszarem cytoplazmy tworzą tzw. cytocentrum.
Centriole oglądane w mikroskopie elektronowym są strukturami kształtu walca o długości 0,25–2 um i średnicy 0,1–0,2 um. Ściany tego walca utworzone są z mikrotubul, ułożonych po trzy (triplety) i regularnie rozmieszczonych na obwodzie w sposób przypominający układ łopatek w turbinie (pod kątem w stosunku do płaszczyzny stycznej do powierzchni walca). Triplety te są powiązane z sobą za pomocą mostków białkowych odchodzących w regularnych odstępach od mikrotubul brzeżnych. Mikrotubule zbudowane są z form A i B białka tubuliny (p. dalej), podczas gdy materiał otaczający centriole (okołocentriolarny) zawiera unikalną tubulinę G. 

Centriole stanowią ośrodki organizacji mikrotubul zarówno cytoplazmatycznych (p. dalej), jak i mikrotubul wchodzących w skład struktur osiowych (aksonemy) witek i migawek. W tym ostatnim przypadku centriole noszą nazwę ciałek podstawnych. W fazie przygotowania komórki do podziału (po rozpoczęciu syntezy DNA) centriole ulegają podwojeniu, a centriole pochodne pojawiają się jako cylindry złożone z 9 pojedynczych mikrotubul zorientowanych prostopadle do centrioli macierzystych. 

1.13.2. Mikrotubule

Występują w komórce w kilku formach: jako trwałe elementy budulcowe centrioli, ciałek podstawnych, witek i migawek lub trwałe mikrotubule wypustek neuronów (neurotubule) oraz nietrwałe mikrotubule cytoplazmatyczne (wliczając w to mikrotubule wrzeciona podziałowego).

Wszystkie mikrotubule są rurkami o średnicy 25 nm i długości zależnej od ich lokalizacji. Ściany tych rurek utworzone są z globularnych białek – tubuliny A i B. Białka te o m.cz. zbliżonej do 50 kD tworzą dimery, które na drodze polimeryzacji łączą się w sznury zwane protofilamentami. Boczna agregacja takich sznurów prowadzi do wytworzenia płaszczyzny, która zamykając się, tworzy ścianę rurki. Pełny obwód wolnych mikrotubul cytoplazmatycznych stanowi 13 protofilamentów, tam jednak, gdzie mikrotubule przylegają do siebie, tworząc triplety (w centriolach) lub dublety (w aksonemie migawek i witek), ściany kolejnych mikrotubul są niekompletne i zbudowane tylko z 11 protofilamentów.

Proces powstawania mikrotubul rozpoczyna się w obszarze tubuliny G, w pobliżu centrioli, który to rejon nosi nazwę centrum organizacji mikrotubul (MTOC – ang. microtubule organizing centre). Polimeryzacji mikrotubul sprzyja wysokie stężenie wolnej tubuliny w cytoplazmie, spadek poziomu jonów Ca2+, nade wszystko zaś dostępność GTP, odpowiedzialnego za wiązanie kolejnych dimerów. Zwolnienie tempa dobudowywania nowych cząsteczek tubuliny jest równoznaczne z początkiem rozpadu mikrotubuli. Każda z mikrotubul cytoplazmatycznych może zatem istnieć jedynie w fazie wzrastania albo skracania się. Ponieważ dynamika wymiany dimerów nie jest jednakowa na obu końcach mikrotubul, koniec, na którym dobudowywanie jest znacznie szybsze, oznacza się “+”, w odróżnieniu od końca “–”, na którym przyłączanie cząstek zachodzi wolniej. W trakcie wzrostu mikrotubuli jej koniec “–” pozostaje zakotwiczony w centrum organizacji. Proces polimeryzacji mikrotubul może zostać zahamowany podaniem z zewnątrz tzw. trucizn mikrotubul (kolchicyny, winblastyny, winkrystyny), wskutek czego znikają w komórce mikrotubule cytoplazmatyczne (a zwłaszcza mikrotubule wrzeciona podziałowego), natomiast żadnym zmianom nie podlegają mikrotubule migawek i witek.

Mikrotubulom towarzyszą białka dodatkowe, związane z nimi czynnościowo: wysokocząsteczkowe MAPs (ang. microtubule-associated proteins, czyli białka związane z mikrotubulami), oraz niskocząsteczkowe tau, które pośredniczą w wiązaniu się mikrotubul między sobą oraz z innymi elementami cytoszkieletu. Szczególne znaczenie przypada dwóm grupom białek o charakterze mechanoenzymów, tj. dyneinom i kinezynom. Są to białka zbudowane z dwóch długich i dwóch krótkich łańcuchów peptydowych tworzących dwie “główki” połączone ruchomo z długim “ogonkiem”. Dzięki temu, że białka te wykazują aktywność ATP-azową, mogą wykorzystywać energię uzyskaną z hydrolizy ATP do zmiany swego kształtu (zgięcia “główki” w stosunku do “ogonka”), czemu towarzyszy przeniesienie punktu przyczepu główki do mikrotubuli w inne miejsce. W ten sposób białka te mogą “kroczyć” wzdłuż mikrotubul, w kierunku ich końca “+” (kinezyny) lub “–” (dyneiny). Kroczenie dyneiny wzdłuż dubletów mikrotubul stanowi podstawę ruchu migawek lub witek. Natomiast przyłączenie się dowolnych struktur (pęcherzyków, ziaren wydzielniczych lub błon przedziałów wewnątrzkomórkowych) na końcu “ogonka” każdego z tych białek umożliwia wewnątrzkomórkowy transport tych elementów.

1.13.3. Mikrofilamenty

Są to struktury włókienkowe o grubości 6 nm i różnej długości, zbudowane z białka aktyny. Białko to występuje w cytoplazmie w postaci dimerów, o kształcie zbliżonym do cyfry 8, zbudowanych z aktyny G (nazwa pochodzi od globularnego kształtu monomerów). W wyniku polimeryzacji dimerów aktyna G przechodzi w aktynę F (od słowa “filament”), która tworzy mikrofilamenty.

Mikrofilament aktynowy ma formę łańcucha złożonego ze spiralnie skręconych dimerów, co w negatywowo barwionych obrazach z mikroskopu elektronowego imituje dwa splecione sznurki korali. Podobnie jak mikrotubule, mikrofilamenty również mogą występować w komórce jako struktury trwałe (rusztowanie mikrokosmków, sieć krańcowa pod powierzchnią komórek walcowatych, mikrofilamenty obecne w połączeniach międzykomórkowych) oraz pojawiające się okresowo (podczas podziału cytoplazmy, przyczepiania się komórek do podłoża lub ich ruchu pełzakowatego). W obwodowej części cytoplazmy, pod błoną komórkową znajduje się zwykle sieć krótkich filamentów aktynowych tworzących tzw. korę cytoplazmy. 

Procesy polimeryzacji i depolimeryzacji mikrofilamentów zachodzą kolejno po sobie, z wyraźną przewagą dobudowywania cząsteczek aktyny na jednym końcu filamentu, określanym jako biegun “+”. Przy określonym stężeniu wolnej aktyny w otoczeniu ustala się równowaga pomiędzy szybkością dobudowywania aktyny na jednym końcu i jej odłączania na drugim końcu filamentu, co wyraża się utrzymywaniem jego niezmiennej długości, przy stale postępującej wymianie cząsteczek aktynowych. Przemieszczanie się tych cząsteczek wzdłuż filamentu określa się terminem “dreptanie”.

Polimeryzację mikrofilamentów stymulują: wysokie stężenie aktyny G oraz wysoki poziom ATP. Może ona być hamowana albo przyspieszana przez odpowiednie białka cytoplazmatyczne. Na proces tworzenia lub dezintegracji mikrofilamentów można również wpływać, działając odpowiednimi truciznami (np. cytochalazyna B sprzyja depolimeryzacji, a falloidyna nadmiernej polimeryzacji).

Układ mikrofilamentów w cytoplazmie determinowany jest przez białka łączące się z aktyną, które mogą wiązać filamenty w pęczki (alfa-aktynina, fimbryna) bądź promować tworzenie się krzyżujących sieci (filamina). Równolegle powiązane mikrofilamenty usztywniają mikrokosmki w brzeżkach szczoteczkowych, a także uczestniczą w kontaktach komórek między sobą i z podłożem.

Współdziałanie mikrofilamentów aktynowych z grupą mechanoenzymów – miozynami warunkuje zjawiska ruchowe towarzyszące cytokinezie, pełzaniu komórek, fagocytozie, a także transportowi wewnątrzkomórkowemu ziarnistości wydzielniczych.

Interakcja aktyny z miozyną II, stanowi istotę skurczu mięśni prążkowanych. W komórkach niemięśniowych wiązanie miozyny z aktyną przebiega podobnie i towarzyszy mu również zmiana konformacyjna w tej ostatniej, związana z hydrolizą ATP. W komórkach niemięśniowych miozyna nie tworzy jednak stałych mikrofilamentów, lecz mogą one pojawiać się doraźnie w ilościach i rozmiarach znacznie mniejszych niż w komórkach mięśniowych. Ujawnianie się takich miofilamentów uzależnione jest od wzrostu poziomu jonów Ca2+, które za pośrednictwem wiążącej je kalmoduliny indukują fosforylację łańcuchów lekkich miozyny (przy udziale odpowiedniej kinazy). Fosforylacja ta zmienia konformację spoczynkową miozyny w ten sposób, że możliwa staje się zarówno boczna agregacja cząsteczek miozynowych w mikrofilament, jak i wiązanie z aktyną.

1.13.4. Ruch komórek

Najżywszy ruch cechuje takie komórki, jak plemniki, których witka umożliwia poruszanie się pod prąd strumienia płynu. Zasada ruchu witki jest taka sama, jak w przypadku ruchu migawek na powierzchni komórek. Boczne zgięcie zarówno witki, jak i migawki wynika z przemieszczania się dyneiny wzdłuż obwodowych mikrotubul w kierunku dystalnym (końca “+”) raz po jednej, raz po drugiej stronie struktury osiowej. Efektywność ruchu plemnika zwiększona jest dodatkowo przez udział grubych włókien, w których zidentyfikowano specyficzne dla plemnika białka kurczliwe.

Wiele komórek w organizmie dojrzałym (i niemal wszystkie w organizmie embrionalnym) wykazuje zdolność do ruchu pełzakowatego. Ruch taki wymaga kontaktu komórek z podłożem o konsystencji stałej (np. włóknami substancji międzykomórkowej) i wykorzystuje reorganizację filamentów aktynowych lub ich współdziałanie z miozynami. Lokalna polimeryzacja aktyny leży u podstaw tworzenia na wiodącym końcu komórki dwojakiego rodzaju wypustek: wąskich, nitkowatych, o nazwie filipodia lub szerokich, w formie płacht, nazywanych lamelipodia. Towarzyszy temu depolimeryzacja sieci filamentów korowych, powodująca upłynnienie cytoplazmy, która wlewa się do szerokich wypustek. W części komórki pozostającej z tyłu miozyna II reaguje z pęczkami filamentów aktynowych i wywołuje skurcz, w trakcie którego cytoplazma przemieszcza się do przodu. 

Ruch pełzakowaty komórek może być nieukierunkowany (przypadkowy) lub też skierowany w stronę określonych bodźców. W ustroju komórki najczęściej migrują w kierunku produktów metabolizmu bakterii, rozpadłych tkanek lub określonych czynników wydzielanych przez inne komórki – cytokin. Ruch indukowany przez bodźce chemiczne określany jest jako chemotaksja i jak każdy ruch ukierunkowany wymaga dodatkowego udziału mikrotubul, które wytyczają kierunek przemieszczania się cytoplazmy.
Wszystkie zjawiska ruchowe wymagają jonów Ca2+ jako sygnału inicjującego.

1.13.5. Filamenty pośrednie

Są to struktury włókienkowe o średnicy 10 nm, występujące zarówno na terenie jądra komórkowego, jak i cytoplazmy. Filamenty pośrednie jądra to wspomniane już laminy A i B obecne pod otoczką jądrową komórek wszystkich typów. Filamenty pośrednie cytoplazmy zbudowane są natomiast z białek, których skład różni się w zależności od rodzaju tkanki, z której wywodzą się komórki .

Filamenty keratynowe z reguły zawierają cytokeratyny I i II, nie wiążą natomiast żadnych białek z pozostałych grup. W filamentach z rodziny wimentyny i filamentach neuronów możliwe jest współwystępowanie dowolnych białek z obu tych grup, co prowadzi do znacznego zróżnicowania składu filamentów pośrednich. 

Dzięki swojej strukturze przypominającej plecioną linę filamenty pośrednie wyróżniają się wśród innych elementów cytoszkieletu swoją elastycznością; poddają się odkształceniom, a po ustaniu działającej siły powracają do formy poprzedniej. W zależności od rodzaju tworzących je białek tworzą różne układy przestrzenne: pęczków kierujących się w stronę obwodu komórki (keratyny), luźnych sieci zlokalizowanych głównie wokół jądra (wimentyny), bądź równoległych pasm w długich wypustkach (neurofilamenty). 

Filamenty pośrednie nie wykazują biegunowości i raz spolimeryzowane stanowią najbardziej trwały element cytoszkieletu. Ich ewentualny demontaż wymaga chemicznej modyfikacji białek filamentów (np. fosforylacji).

Filamenty pośrednie biorą udział w utrzymaniu kształtu komórek, wzmacniają je mechanicznie i odpowiadają za usytuowanie różnych struktur komórkowych w określonym miejscu. Poprzez łączenie się z mikrotubulami, a także z białkami błony komórkowej filamenty pośrednie mogą stabilizować całość cytoszkieletu.

Tabela: Typy białek budujące filamenty pośrednie w różnych komórkach

	Nazwa filamentów pośrednich
	Typy białek budujących filamenty
	Główne miejsce występowania filamentów

	laminy jądrowe
	laminy A i B
	jądra wszystkich komórek

	filamenty keratynowe
	cytokeratyny I (kwaśne)

cytokeratyny II (obojętne)
	komórki nabłonkowe i ich wytwory*

	Rodzina filamentów 

wimentynowych
	wimentyna

desmina

kwaśne białka glejowe

peryferyna
	komórki pochodzenia mezenchymatycznego

komórki mięśniowe

komórki neurogleju

komórki nerwowe

	neurofilamenty
	białka neurofilamentów
	komórki nerwowe


Znajomość typu filamentów pośrednich charakteryzujących określone tkanki znalazła praktyczne wykorzystanie w diagnostyce nisko wyróżnicowanych nowotworów, chociaż obecnie już wiadomo, że w niektórych komórkach mogą współistnieć filamenty więcej niż jednego rodzaju.

1.14. Inne składniki cytoplazmy

Oprócz wyżej opisanych struktur w cytoplazmie mogą się jeszcze znajdować materiały zapasowe: lipidy i glikogen (zaliczane dawniej do tzw. wtrętów komórkowych).

Lipidy występują w postaci kropel. Krople lipidowe nie są otoczone błoną, co zapewnia łatwą dostępność zawartych w nich składników. Stanowią formę zmagazynowania materiału wysokoenergetycznego przeznaczonego do późniejszego wykorzystania (w komórkach jajowych, wątrobowych), a w szczególnym przypadku komórek tłuszczowych zlewają się w jedną kroplę wypełniającą całe ich wnętrze. Krople lipidowe mogą również gromadzić produkty wyjściowe do syntezy substancji aktywnych biologicznie (np. hormonów sterydowych w komórkach sterydotwórczych lub pochodnych kwasu arachidonowego w granulocytach). Zwiększenie ilości kropel znamionuje niekiedy początek procesów degeneracyjnych (np. w komórkach ciałka żółtego) lub stanowi oznakę uszkodzenia komórek (np. wątrobowych).

Glikogen występuje w postaci ziarenek, wielkości 25–30 nm. W mikroskopie elektronowym ziarenka glikogenu obserwuje się w postaci charakterystycznych skupisk zwanych rozetami. Najczęściej lokalizują się one w pobliżu kalciosomów magazynujących jony Ca2+, które są niezbędne dla aktywacji enzymów uczestniczących w przemianach glikogenu.

Dla płynnej części cytoplazmy, w której zawieszone są wszystkie opisane struktury i materiały zapasowe, biochemicy zaproponowali nazwę cytozol. Stanowi ona wysoce skoncentrowany roztwór makromolekuł, wśród których znajdują się m.in. lokalnie działające enzymy, białka wędrujące do różnych przedziałów komórki, monomery elementów cytoszkieletu oraz białka szoku termicznego (HSP – heat shock proteins), których zadaniem jest zabezpieczenie prawidłowej konformacji innych białek.

1.15. Zaprogramowana śmierć komórki (apoptoza)

Istnieją dwa podstawowe rodzaje śmierci komórki:

– martwica (nekroza), będąca wynikiem przerwania ciągłości błony komórkowej i przebiegająca gwałtownie (zazwyczaj obejmuje całą grupę komórek i towarzyszy jej odczyn zapalny);

– apoptoza, czyli zaprogramowana śmierć komórki, przebiegająca według specyficznego “programu” obejmującego sekwencyjną aktywację pewnych genów oraz białek enzymatycznych i charakteryzująca się określonymi zmianami morfologicznymi. Często dotyczy pojedynczych komórek i nie wiąże się z procesem zapalnym.

Apoptoza zachodzi zarówno w trakcie rozwoju zarodkowego, jak i w komórkach dojrzałego organizmu, gdzie może stanowić końcowy etap procesu różnicowania się komórek (“śmierć ze starości”) lub reakcję na ich uszkodzenie. Program śmierci komórki może zostać uruchomiony przez:

· uszkodzenie DNA lub nieprawidłowy rozdział chromosomów w trakcie cyklu komórkowego (np. prowadzące do niekontrolowanej proliferacji komórek);

· czynniki zewnętrzne uszkadzające chromatynę (promieniowanie jonizujące, UV, wolne rodniki, toksyny, niektóre leki);

· czynniki działające na specjalne receptory komórki (“receptory śmierci”), dające sygnał do apoptozy (białka wydzielane przez komórki układu obronnego, niektóre wirusy);

· ograniczenie dostępu komórek do składników odżywczych i/lub czynników wzrostu.

W przebiegu apoptozy wyróżnia się dwie zasadnicze fazy: indukcji i egzekucji. W fazie indukcji dochodzi do aktywacji “receptorów śmierci” (szlak zewnątrzpochodny) lub do produkcji specyficznych białek wywołujących apoptozę (szlak wewnątrzpochodny), a także do uwalniania cytochromu c z mitochondriów. W fazie egzekucji czynniki te powodują aktywację szczególnych enzymów proteolitycznych, kaspaz, które rozkładają wiele kluczowych białek wewnątrzkomórkowych (enzymy, białka jądrowe), powodując dezintegrację procesów metabolicznych i ostatecznie śmierć komórki.

W przebiegu apoptozy obserwuje się również charakterystyczną sekwencję zmian morfologicznych w komórce:

· w jądrze – zagęszczenie chromatyny na obwodzie, fragmentację DNA do oligonukleotydów, a następnie wybrzuszanie się otoczki jądrowej prowadzące do rozpadu jądra na kilka pęcherzyków;

· w cytoplazmie – jej zagęszczenie (staje się ciemniejsza), reorganizację cytoszkieletu, a w końcu rozpad komórki na fragmenty zwane ciałkami apoptotycznymi, z których każdy otoczony jest ciągłą błoną komórkową. Obłonione fragmenty komórek  apoptotycznych są natychmiast fagocytowane przez komórki sąsiednie lub eliminowane do światła narządów, w związku z czym rzadko dostrzega się je w normalnych tkankach.


